Изучение  пространственной  структуры  протамина  методом  временной  диэлектрической  спектроскопии by Охотникова, Л.К. et al.
I S S N 0233-7657. Биополимеры и клетка. 1999. Т. 15. № 4 
СТРУКТУРА И ФУНКЦИИ БИОПОЛИМЕРОВ 
Изучение пространственной структуры 
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спектроскопии 
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Методом временной диэлектрической спектроскопии изучена пространственная структура про­
тамина. Показано, что протамины в водных растворах имеют ярко выраженную неглобулярную 
структуру. 
Введение. Протамины относятся к классу низкомо­
лекулярных аргинин-богатых ядерных белков, ас­
социирующихся с Д Н К . Их роль заключается в 
«упаковке» Д Н К в очень компактную форму с 
образованием стабильного и неактивного комплек­
са протамин—ДНК [1 , 2 ] . Существует предполо­
жение, что фосфорилированные протамины служат 
для «корректного» связывания протаминов с Д Н К , 
дефосфорилированные — активны на последней 
стадии компактизации Д Н К [2 ]. Хотя роль прота­
минов в хроматине достаточно хорошо изучена 
(см., например, [3—6]) , структура образуемого 
комплекса протамин—ДНК и самого протамина 
обсуждается и по сей день. В данной работе пред­
принята попытка изучения третичной структуры 
протамина в водном растворе методом временной 
диэлектрической спектроскопии (ВДС). 
Условия эксперимента . Для проведения экспе­
римента использован ядерный белок протамин про­
изводства фирмы «Sigma» (США). Использовали 
растворы белка в дистиллированной воде с концен­
трацией 2 %, для температурных исследований 
готовили трициновый буферный раствор (0,05 М, 
рН 7,3) [7 ] . Измерения проводили на автоматизи­
рованном временно-диэлектрическом (ВД) спект­
рометре, созданном на базе отечественного серий­
ного прибора Р5-11 и управляющего компьютера 
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Pentium 166. Диапазон перекрываемых частот, до­
стигаемый с помощью данного спектрометра, со­
ставляет 2 - 1 0 5 — 3 - 1 0 9 Гц. ВД-спектрометр позволя­
ет также проводить измерения в широком интерва­
ле характеристических времен который можно 
условно разделить на два диапазона: первый — 
быстрых процессов (10~ 8—10~ 1 0 с) и второй — мед­
ленных процессов (10~ 6—10~ 8 с) . Диэлектрические 
измерения проводили в диапазоне частот 5 - Ю 5 — 
6 - Ю 8 Гц, что соответствует /^-дисперсии растворов 
белков. Для повышения разрешающей способности 
спектрометра применен дифференциальный метод 
измерений [8, 9 ] с неэквидестантной выборкой 
сигнала [10] . Интервалы между выборками состав­
ляли: со, = 0 , 2 8 ; с о 2 = 1 , 4 и а>3 = 7,0 не при общем 
количестве выборок N = 1 0 0 0 И накоплений М = 
= 100 . Е м к о с т ь и з м е р и т е л ь н о й я ч е й к и С = 
= 0,099 пФ. В качестве эталонного образца приме­
няли диоксан с е
р
 = 2,26. 
Результаты и обсуждение . Экспериментально 
получены температурные зависимости времен ре­
лаксации if молекулы протамина и ее эффективно­
го объема У
Э
ф
фу
 который вычисляется из соотноше­
ния 
где К
э ф ф
 — эффективный объем макромолекулы; 
rj — вязкость растворителя (температурная зависи­
мость вязкости воды приведена на рис. 1); кТ — 
энергия Больцмана. 
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Проведенные ранее измерения т? для различ­
ных глобулярных белков [9 ] показали, что в обла­
сти нативного состояния белковой глобулы значе­
ния тР(Т) линейно уменьшаются и могут быть 
охарактеризованы энергиями активации АЕ
Х
, зна­
ч е н и я к о т о р ы х н а х о д я т с я в и н т е р в а л е 18 — 
21 к Д ж / м о л ь . Совокупность экспериментальных 
данных свидетельствуют о том, что в области 
нативного состояния белка в диапазоне характери­
стических времен 10~ 7—10" 8 имеет место враща­
тельное движение жестких дипольных макромоле­
кул в вязкой среде. Вблизи области тепловой дена­
т у р а ц и и наблюдается а н о м а л ь н о е у в е л и ч е н и е 
значений / . Из этого следует вывод о том, что, 
например, для Р Н К а з ы А при денатурационном 
переходе не происходит смены механизма поляри­
зации, а отмечается резкое увеличение объема 
макромолекулы за счет внутримолекулярных пере­
строек. Если при этом не наблюдается перехода 
глобула—клубок, то, по-видимому, белок находит­
ся в так называемом состоянии «расплавленной 
глобулы» [11] . При дальнейшем увеличении тем­
пературы происходит второе скачкообразное возра­
стание параметра тР с последующим резким умень­
шением. Появляется быстрая релаксационная ком­
п о н е н т а , то е с т ь г л о б у л я р н а я с т р у к т у р а 
«разваливается» и переходит в состояние клубка с 
сегментальным движением и довольно свободной 
подвижностью боковых групп [9 ]. 
Экспериментально полученные температурные 
зависимости т?, У
эфф
 для водного раствора протами­
на приведены на рис. 1 и 2. Видно, что характер 
этих зависимостей резко отличается от вышеопи­
санных. Понятно, что характер зависимостей И, 
^ ? Ф Ф н е может описывать глобулярного состояния 
протаминов. По-видимому, в водных растворах 
протамины находятся в конформационном состоя­
нии «статистического клубка», структура которого 
определяется главным образом электростатически­
ми силами и Ван-дер-Ваальсовым взаимодействием 
[12] . Последние быстро убывают с увеличением 
расстояния между взаимодействующими группами 
и поэтому даже небольшое набухание макромоле­
кулы с повышением температуры может быть до­
статочным для их резкого ослабления [13] . Такое 
предположение может объяснить полученные тем­
пературные зависимости. Правда, остается неясной 
природа участка температурных зависимостей при 
Г = 50—60 °С ( р и с 1, 2 ) . Можно предположить 
также , что в этом температурном диапазоне макро­
молекула протамина находится в квазиравновесном 
состоянии, где силы отталкивания и притяжения 
взаимокомпенсируются, т. е. молекула протамина в 
диапазоне температур 50—60 °С имеет 0 - т о ч к у и 
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переходит в состояние идеального гауссовского 
клубка [12] . Данное предположение требует даль­
нейшего осмысления, постановки новых экспери­
ментов с привлечением методов молекулярной ди­
намики и будет подробно рассмотрено в следующих 
работах. 
В заключение авторы выражают благодарность 
В. К. Рыбину и Ю. Е. Чернышу за полезное 
обсуждение данной работы. 
Л. К. Охотнікова, О. В. Шерчкова, В. С. Циганков 
Вивчення просторової структури протаміну методом часової 
діелектричної спектроскопії 
Резюме 
Методом часової діелектричної спектроскопії вивчено просто­
рову структуру протаміну. Показано, что протамінам у 
водних розчинах притаманна яскраво виражена неглобулярна 
структура. 
L. К. Ochotnikova, Е. V. Sherchkova, V. S. Tsygankov 
The time domain reflectrometry studies of spatial structure of 
protamine 
Summary 
In this work aqueous solution of protamine was investigated using 
the time domain reflectrometry method. It was shown that in the 
aqueous solution the conformation of protamine differs from glo­
bular proteins conformation. 
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